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@ Verfahren und Reagenz zur Bestimmung von Transaminasen.

@ Zur bestimmung der Transaminasen durch Umsetzung
giner entsprechenden Aminosaure mit a-Ketoglutarséure zu
Glutarsdure und der der eingesetzten Aminoséure
éntsprechenden a-Ketosdure und Messung der gebildeten
e-Ketosdure durch Reduktion mit NADH in Gegenwart von

Lactatdehydrogenase (LDH) und gegebenenfalls Malat-
dehydrogenase (MDH)} unter Bildung von NAD™ und
a-Oxisdure verwendet man LDH aus Lactobacillus leichmanii
DSM 2699.
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Beschreibung

Menschliches Gewebe enth&lt die Transaminasen Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT) EC 2.6.1.2 und
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) EC 2.6.1.1 in
Muskeln, Serum und Organen. Die Messung des GPT-Gehaltes
insbesondere im Serum, stellt einen wichtigen klinischen
Parameter zur Unterscheidung von Leber- und Herzerkran-
kungen dar.

Die GPT kommt fast ausschlieBlich in der Leber vor, wo
sie nur im Zytoplasma der Parenchymzellen vorhanden
ist, wdhrend die GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase)
zu je etwa 50 % im Zytoplasma und in den Mitochondrien
vorliegt. Aus dieser Lokalisation der beiden Trans-
aminasen ergeben sich wertvolle diagnostische Hinweise
bei den verschiedenen Lebererkrankungen. HShere GOT-

Werte sprechen fiir eine schwere Leberparenchymzellsch&-
digung.

Bei akuter Hepatitis sind stets GOT und GPT im Serum
erhdht, auch bei anikterischem Verlauf. Oft kann man

den Enzymaktivit&tsanstieg schon vor dem Erscheinen des
Ikterus nachweisen.

Bei chronischer Hepatitis und Cirrhose sind GOT und GPT
niedriger als bei der Virushepatitis. Ihre Bestimmung
ist bei den chronischen Leberentziindungen vor allem zur
Uberwachung des Krankheitsverlaufes und der Therapie
wertvoll. '

Die Bestimmung der GOT wird daneben auch zur Diagnostik
von Erkrankungen des Herzmuskels eingesetzt. '
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Ein iibliches und viel verwendetes Verfahren zur Bestim-
mung von GPT bzw. GOT benutzt die Transaminierung von
a-Ketoglutarsdure mit Alanin bzw. Aspartat, die durch
diese Enzyme katalysiert wird und zur Bildung von
Glutamats@ure und Pyruvat bzw. Oxalacetat fiihrt.
Pyruvat bzw. Oxalacetat wird durch Reduktion mit NADH
in Gegenwart von Lactatdehydrogenase (LDH) und gegebe-
nenfalls MDH in Lactat bzw. Malat und NAD" umgesetzt,
wobei letzteres nach bekannten Methoden entweder direkt
im UV oder mit Hilfe einer nachgeschalteten Farbreaktion
gemessen wird.

Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfahrens besteht nun
darin, da8 LDH selbst eine Unspezifitdt (Nebenaktivitdt)
aufweist, die zu einer Umsetzung von'X—Ketoséuren, ins-
besondere vono(—Keto—glutarséure unter Bildung von
K-Hydroxyglutarséure fiihrt und als {-Hydroxyglutarat-

Dehydrogenase-Aktivitdt bezeichnet werden kann. -

Diese Unspezifitdt hat auBerdem zur Folge, daB ein
entsprechendes Reagenz zur Durchfilhrung dieses bekannten
Verfahrens nur eine ungeniigende Stabilitdt aufweist, da
bei der Bildung vong<—Hydroxyglutarat NADH zu NAD
oxidiert wird. Dies verursacht eine Schleichreaktion

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, dieses
Problem zu 10sen.

ErfindungsgemdB8 gelingt dies bei einem Verfahren zur
Bestimmung der Transaminasen durch Umsetzung einer
entsprechenden Aminosiure mit A -Ketoglutarsiure zu
Glutamatsdure und der der eingesetzten Aminosiure ent-
sprechendenf(—Ketoséure und Messung der gebildeten

XA ~Ketosdure durch Reduktion mit NADH “in Gegenwart von

Lactatdehydrogenase (LDH) und gegebenenfalls
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Malatdehydrogenase (MDH) unter Bildung von Nap' und
A-Oxis¥ure, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man
D-LDH eines Milchs&urebakteriums verwendet.

Die Erfindung beruht auf der Uberraschenden Entdeckung,
daB D-LDH von Milchsdurebakterien auch in Gegenwart von
NADH A-Oxoglutarsiure nicht reduziert. Ersetzt man
daher die bisher iliblicherweise verwendete LDH aus
Schweineherz in dem oben angegebenen Verfahren
erfindungsgemdBf durch D-LDH eines Milchsdurebakteriums,
so tritt die stSrende Schleichreaktion nicht mehr auf
und man erhdlt ein hinsichtlich seiner Lagerstabilit&t
wesentlich verbessertes Reagenz.

Die vorteilhaften Ergebnisse gemdB8 der Erfindung erhdalt
man mit jeder D-LDH aus Milchs&urebakterien. D-LDH
bildende Milchsdurebakterien gehSren im wesentlichen
den Gattungen Lactobacillus, Pediococcus und
Leuconostoc an (Antonie nan Leeuwenhoek 49, (1983)
210). Soweit Milchsdurebakterien L-LDH bilden, ist
diese nicht geeignet. Soweit ein Stamm sowohl D-LDH als
auch L-LDH bildet, muB eine Trennung dieser beiden
Enzyme durchgefiihrt werden. Bevorzugt werden daher
D-LDH-Prédparate aus Stédmmen, die lediglich D-LDH
enthalten. Besonders gute Ergebnisse ergibt die LDH aus
Lactobacillus leichmannii, DSM 2699, bei der es sich um
eine D~LDH handelt. Weitere bevorzugte Stédmme sind
Lactobacillus lactis, DSM 20072, Lactobacillus
plantarum, DSM 20174, Leuconostoc mesenteroides DSM
20193 oder Pediococcus pentosaceus DSM 20280.

Wird das erfindungsgemdBe Verfahren zur Bestimmung der
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) eingesetzt, so ver-
wendet man als Aminosdure Alanin, welches zu Pyruvat

desaminiert und dann zu Lactat reduziert wird. Handelt
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es sich um die Bestimmung der Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) so wird als Aminosdure Aspartat ein-
gesetzt, welches zu Oxalacetat desaminiert und dann zu
Malat reduziert wird.

Ein erfindungsgem@Bes Reagenz zur Bestimmung von Trans-
aminasen, enthaltend LDH, d—0xoglutarat, die
entsprechende Aminosdure, NADH, Puffer pH 6,5 bis 8,5
und gegebenenfalls MDH, zeichnet sich daher dadurch

aus, daB es D-LDH eines Milchsdurebakteriums enthdlt.

Im Falle der.GPT—Bestimmung enthdlt das Reagenz als
Aminosdure Alanin. Im Falle der GOT-Bestimmung enthdlt
das Reagenz als Aminosdure Aspartat und auBerdem
Malatdehydrogenase (MDH).

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthdlt das er-
findungsgemife Reagenz zur Bestimmung von GPT

250 bis 20000 U/1 D-LDH aus Milchs&urebakterien

2,5 bis 100 mMol/ch—Oxoglutarat,

50 bis 1000 mMol/l Alanin,

0,01 bis 0,25 mMol/1l NADH und

10 bis 500 mMol/l Puffer pH 6,5 bis 8,5.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthilt
das erfindungsgemdBe Reagenz zur Bestimmung véh GOT
250 bis 20000 U/1 D-LDH aus Milchs#urebakterien

2,5 bis 100 mMol/1 A-Oxoglutarat

20 bis 1000 mMol/1l Aspartat

0,01 bis 0,25 mMol/1 NADH

100 bis 20000 U/1 MDH und

10 bis 500 mMol/1 Puffer pH 6,5 bis 8,5.
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Im Rahmen der Erfindung betrdgt die besonders bevor-
zugte Endkonzentration der einzelnen Bestandteile des
GpT-Puffers im Test LDH: 1000 bis 1400 U/1l, Alanin 600
bis 800 mMol/l, NADH 0,10 bis 0,20 mMol/l, ) -Oxoglutarat

10 bis 25 mMol/1 und Puffer 50 bis 100 mMol/l pH 7,3
bis 7,5.

Die entsprechenden Werte fiir die Konzentration im Test
beim GOT-Reagenz sind 1000 bis 1400 U/1 LDH, 500 bis
1000 U/1 MDH, 0,10 bis 0,20 mMol/1 NADH, 150 bis 250
mMol/1 Aspartat und 10 bis 20 mMol/1l {-Oxoglutarat und
Puffer 50 bis 100 mMol/l pH 7,3 bis 7,5.

Als Puffer kommen die im angegebenen pH-Bereich wirk-
samen Puffersubstanzen in betracht. Bevorzugt werden

Trispuffer, Trapuffer (Triethanolamin) und Phosphat-
puffer.

Der erfindungsgemdB erzielte Effekt ist in der Figur
der beigefiligten Zeichnung dargestellt. In dieser wird
die prozentuale Abnahme der Anfangsextinktion gegen die
Lagerungszeit in Stunden fiir ein bekanntes Verfahren
bzw. Reagenz im Vergleich zu einem erfindungsgem&Ben
Verfahren bzw. Reagenz angegeben. Fiir die Bestimmung
der in der Figur wiedergegebenen Werte wurde ein im
Handel unter der Bezeichnung "Monoteséﬁ a ALAT/ALT/GPT"
erhdltliches Reagenz zur Bestimmung von GPT der
Boehringer Mannheim GmbH verglichen mit einem
erfindungsgemiBen Reagenz. Die Konzentration im Test
war wie folgt:

1200 U/l LDH,

0,180 mMol/1l NADH,

15 mMol/1l X -Oxoglutarat,

500 mMol/l1 Alanin,

100 mMol/1l Trispuffer pH 7,5.
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Das bekannte Reagenz enthielt LDH aus Schweineherz; das

erfindungsgemédBe Reagenz enthielt D-LDH aus Lactobacillus
leichmannii DSM 2699.

In der Figur stellen dar:

Kurve 1 das handelsiibliche Reagenz bei 25°C (Wasser-
bad),
Rurve 2 das handelsiibliche Reagenz bei +4°C (Eisbad),
Kurve 3 das erfindungsgemdBe Reagenz bei 25°C
| (Wasserbad),
Kurve 4 das erfindungsgemdBe Reagenz bei +4°C
(Eisbad) .

Man erkennt daraus, daB bei 25°C beim bekannten Reagenz
nach etwa 34 Stunden das gesamte NADH verschwunden ist,
wdhrend beim erfindungsgemdBen Reagenz noch nach 120
Stunden ca. 71% der Anfangsextinktion erhalten werden.
Die entsprechenden Werte bei 4°C und 120 Stunden Lage-
rungszeit sind fiir das bekannte Reagenz 30% Restextink-
tion, fiir das erfindungsgemdBe Reagenz 90%. Analoge Er-
gebnisse wie bei Schweineherz LDH werden erhalten, wenn
anstelle von LDH aus Schweineherz L-LDH aus L. casei,
I,. xylosus, B. Stearothermophilus oder L. plantarum
eingesetzt wird.

Identische Kurven werden auch erhalten, wenn man
anstelle des oben angegebenen handelsiiblichen Reagenz
fiir die GPT-Bestimmung ein entsprechendes handelsiib-
liches Reagenz fiir die GOT-Bestimmung verwendet,
welches unter der Bézeichnung "Monotest~ a ASAT/AST/GOT"
erhdltlich ist. Die Konzentration im Test war hierbei
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wie folgt:

600 U/1 LDH,

420 U/l MDH,

0,180 mMol/1l NADH,

12 mMol/1l {-Oxoglutarat,

240 mMol/1l Aspartat,

80 mMol/1l Trispuffer pH 7,8.

Bei diesem Reagenz ist ein Gehalt an LDH erforderlich,
da jede Probe endogenes Pyruvat und in der Regel auch
endogene LDH enthdlt. Dies fiihrt zu einer Schleich-
reaktion durch langsamen Abbau von Pyruvat, der durch
Zusatz von Uberschiissiger, erfindungsgem&f einzusetzen-
der LDH innerhalb kurzer Zeit abl&duft.

Diese "Nebenreaktion" tritt naturgem&B auch bei der

GPT-Bestimmung in gleicher Weise auf, wird hier jedoch
von dem grBBeren Problem der A -Hydroxyglutaratdehydro-
genase-Aktivitdt lberlagert. Durch die Erfindung werden

jedoch beide Probleme gleichzeitig geldst.

Daraus ergibt sich, daB erfindungsgemdB eine Verviel-

fachung der Lagerungsbestdndigkeit erzielt wird.

Ein fiir die Erfindung geeignetes Enzymprédparat aus
Lactobacillus leichmannii DSM 2699 kann nach den
bekannten Verfahren zur Gewinnung von mikrobieller LDH
hergestellt werden, beispielsweise nach dem in J. of
General Microbiology (1970) 62, 243 beschriebenen
Verfahren. Dieses Verfahren wird im Prinzip wie folgt
durchgefiihrt:
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ZellaufschluB8 von in 0,05 M Kaliumphosphat-Puffer pH 7
suspendiertem Lactobacillus mittels Ultraschall.

Zentrifugation und Verwerfen der Zelltriimmer.

Der erhaltene Mikroorganismus-Rohextrakt wird mit
Essigsdure auf pH 5,5 gebracht, mit Protaminsulfat auf
0,3 % G/V versetzt und der Niederschlag abzentrifugiert.
Der Uberstand wird auf pH 7 eingestellt und die mit
Ammoniumsulfat zwischen 50 und 85 % S&ttigung ausfal-
lende Fraktion gewonnen. Diese Fraktion wird in Puffer
pH 7 lUber einen schwachen Anionenaustauscher
Y(DEAE—SephadeAE.A 50) chromatographiert und mit einem
NaCl-Gradienten eluiert.

Man erhilt mit ca. 25%iger Ausbeute ein LDH-Préparat,
welches gegeniiber dem Rohextrakt um den Faktor 30 oder
mehr gereinigt ist. Dieses Verfahren eignet sich auch
fiir die anderen Stdmme der Gattung Lactobacillus und
die Gattung Leuconostoc, z. B. fiir L. lactis DSM 20072,
L. plantarum DSM 20174 und Leuconostoc mesenteroides
DSM 20193. Bei Pediococcus-St@mmen wird das Verfahren

gemdB J. of Bacteriology, Vol. 121, p. 602 angewendet.

Die folgenden Beispiele erl&utern die Erfindung weiter.

Beispiel 1

Bestimmung der GPT-Aktivitdt (Version mit Phosphatpuf-
fer) ' ‘

Probenmaterial: Serum, Heparin- oder EDTA-Plasma



Reagenzien: (Endkonzentrationen im Test)

Phosphatpuffer 80 mMol/1l pH 7,4
L-Alanin 800 mMol/1l

LDH < 1200 U/1

NADH 0,18 mMol/1

A -Ketoglutarat 18,0 mMol/1

Bestimmungsansatz

Wellenld&nge: Hg 365 nm, 340 nm oder Hg 334 nm

Kiivette: 1 cm Schichtdicke
Meptemperatur: 25°C
Messung gegen Luft (Extinktionsabnahme)

63399

Bei Photometern mit Analoganzeige Anfangsextinktionen

iber 0,500 mit Stufenschaltung kompensieren.

- A

mtn-

In eine Kiivette pipettieren:

Reaktionsgemisch (25°C)
Probe

2,5 ml
0,5 ml

2 und 3 Minuten Ablesung wiederholen.

mischen. Nach ca. 1 Minute Extinktion ablesen und
gleichzeitig Stoppuhr starten. Nach genau weiteren 1,

Bei Extinktionsdifferenzen pro Minute (AE/min) von 0,06
bis 0,08 (Hg 365) bzw. 0,11 bis 0,18 (Hg 334 und 340
nm) werden nur die Messungen der ersten zwei Minuten
beriicksichtigt (1 Minute inkubieren und 2 Minuten

messen).
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Aus den Extinktionsdifferenzen pro Minute (oE/min)
Mittelwert bilden und diesen in die Berechnungen ein-

setzen,
Berechnung
Die Aktivit#t der GPT in der Probe berechnen nach:
U/1 (25°C) = 1765 X<3E365 nm/Min
U/1 (25°C) = 952 x¢aE340 nm/Min
U/l (25°C) = 971 x oE nm/Min
334
Beilispiel 2

Bestimmung der GOT-Aktivitdt (Version mit TRIS-Puffer)
Probenmaterial: Serum, Heparin- oder EDTA-Plasma

Reagenzien: (Endkonzentrationen im Test)

Tris-Puffer ' 100 mMol/l pH 7,5
NADH 0,18 mMol/1

MDH 600 U/1

LDH 1200 U/1
A-Ketoglutarat 12 mMol/1
L-Aspartat 200 mMol/1

Bestimmungsansatz:

Wellenldnge: Hg 365 nm, 340 nm oder 334 nm
Kiivette: 1 cm Schichtdicke

MeB8temperatur: 25°C

Messung gegen Luft (Extinktionsabnahme)
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Reagenzldsung (25°C) 2,5 ml

Probe 0,5 ml

mischen, L&sung in Kilivette gieBen. Nach ca. 1 Minute
Extinktion ablesen und gleichzeitig Stoppuhr starten.

Nach genau weiteren 1, 2 und 3 Minuten Ablesung wiederft
holen. '

Aus den Extinktionsdifferenzen pro Minute (AE/min) Mit-
telwert bilden und diesen in die Berechnung einsetzen.

Berechnung

Die Aktivitdt der GOT in der Probe aus der Tabelle
entnehmen oder berechnen nach

U/l (25°C) = 2059 x.c\E365 nm/min
U/1 (25°C) = 1111 x 4E340 nm/min
U/l (25°C) = 1133 X.AE334 nm/min.
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Patentansprfliche

Verfahren zur Bestimmung der Transaminasen durch
Umsetzung einer entsprechenden Aminosdure mit

# -Ketoglutars8ure zu Glutarsiure und der der
eingesetzten Aminosiure entsprechenden o~Ketosdu-
re und Messung der gebildeten -Ketos#ure durch
Reduktion mit NADH in Gegenwart von Lactatdehydro-
genase (LDH) und gegebenenfalls Malatdehydrogenase
(MDH) unter Bildung von NAD' und jf-Oxisdure,
dadurch gekennzeichnet,

daB man D-LDH eines Milchs&durebacteriums verwendet.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB man D-LDH
aus Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus

Pediococcus oder/und Leuconnostoc verwendet.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

daduzrch gekennzeichnet,
daf man Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)
bestimmt und als Aminos&ure Alanin einsetzt,
welches zu Pyruvat desaminiert und zu Lactat
reduziert wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,
daB man Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)
bestimmt und als Aminosdure Aspartat einsetzt,
welches zu Oxalacetat desaminiert und zu Malat
reduziert wird.



10.

0139985
_ 2

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
da8 man D-LDH aus Lactobacillus leichmannii DSM
2699, Lactobacillus lactis DSM 20072, Lactobacillus
plantarum DSM 20174, Leuconostoc mesenteroides DSM

20193 oder Pediococcus pentosaceus DSM 20280
verwendet.

Reagenz zur Bestimmung der Transaminasen, ent-
haltend LDH, £ -Oxoglutarat, die entsprechende
Aminosdure, NADH, Puffer pH 6,5 bis 8,5 und
gegebenenfalls MDH, dadurch
gekennzeichnet, daB es D-LDH

eines Milchsdurebacteriums enthdlt.

Reagenz nach Anspruch 6 zur Bestimmung von GPT, d
adurch gekennzeichnet,
daB es als Aminosdure Alanin enth&lt.

Reagenz nach Anspruch 6 zur Bestimmung von GOT, &
adurch ‘ gekennzeichnet,
daB es als Aminosdure Aspartat enthdlt.

Reagenz nach Anspruch 7, enthaltend

250 bis 20000 U/l D-LDH aus Milchsiurebakterien,
2,5 bis 100 mMol/1 f -Oxoglutarat,

50 bis 1000 mMol/l Alanin,

0,01 bis 0,25 mMol/l NADH und

10 bis 500 mMol/1 Puffer pH 6,5 bis 8,5.

Reagenz nach Anspruch 8, enthaltend
250 bis 20000 U/l D-LDH aus Milchsdurebakterien

2,5 bis 100 mMol/1l { ~Oxoglutarat

20 bis 1000 mMol/1 Aspartat
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0,01 bis 0,25 mMol/l NADH
100 bis 20000 U/1 MDH und
10 bis 500 mMol/l1 Puffer pH 6,5 bis 8,5.

Reagenz nach einem der Anspriiche 6 bis 10,
dadurch gekennzeichnet,
daB es D-LDH aus einem Mikroorganismus der Gat-
tung Lactobacillus Pediococcus oder/und Leuconostoc

enthdlt.

Reagenz nach Anspruch 11, dadurch
gekennzedichnet, da8 es D-LDH
aus Lactobacillus leichmanii DSM 2699, Lacto-
bacillus lactis DSM 20072, Lactobacillus plantarum
DSM 20174, Leuconostoc mesenteroides DSM 20193

oder Pediococcus pentosaceus DSM 20280 verwendet.
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